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背景 
 細胞質型ホスホリパーゼ A2βは，細胞質型ホスホリパーゼ A2として最初に報告された細胞質型ホスホリパーゼ
A2αと類似のアミノ酸配列を持つ分子として EST データベースから同定された。強制発現系における酵素学的な解
析によって，リン脂質の 2位にエステル結合した脂肪酸を，加水分解により遊離する活性があることが示されたが，
1-パルミトイル-2-アラキドノイルホスファチジルコリンを基質とした場合，細胞質型ホスホリパーゼ A2αに比べて
弱い活性しか検出されない。また，リン脂質から，1 位にエステル結合した脂肪酸を遊離する活性やリゾリン脂質
から脂肪酸を遊離する活性を持つことも知られている。これまでのところ，酵素学的な解析はなされているものの，
生体内での働きについては未知である。 
 
実験方法 
 本研究では，細胞質型ホスホリパーゼ A2βの生体内での働きを明らかにする目的で，ノックアウトマウスを作成
し，その表現型を解析した。細胞質型ホスホリパーゼ A2β遺伝子において，酵素の活性部位をコードしていると考
えられているエクソンを破壊した配列を持つターゲッティングベクターを，C57BL/6 マウス由来の ES 細胞にエレ
クトロポレーション法により導入し，サザンブロット法によって相同組換え体を検出した。相同組換えを起こした
ES 細胞を初期胚に注入することでキメラマウスを作製し，その交配によって，ノックアウトマウスを作製した。 
 獲得免疫応答における本酵素の役割を明らかにするために，マウスにジニトロフルオロベンゼン（DNFB）塗布
による接触性皮膚炎を引き起こし，その厚みをノックアウトマウスと野生型マウスで比較した。また，接触性皮膚
炎を誘導した耳介の組織学的な解析を行った。 
 惹起相におけるリンパ節での細胞増殖を評価する目的で，感作が成立したマウスからリンパ節を取り出し，抗原
存在下で 3 日間培養した。最後の 1 日には 3H で標識されたチミジンを培地に加え，チミジンの取り込みを評価し
た。 
 局所での炎症を評価する目的で，リンパ節（感作相，惹起相），皮膚（惹起相）からメタノールを用いて脂溶性画
分を抽出し，LC/MS/MS を用いて，エイコサノイドの一斉定量を行った。同時に，DNFB による処理や，細胞質型
ホスホリパーゼ A2βの有無がリン脂質のプロファイルにどのような変化を与えるのかを調べるため，同じサンプル
に対して，LC/MS/MS を用いた選択反応モニタリング法によるリゾリン脂質の網羅的な定量を行った。 
 
結果および考察 
 DNFB 塗布により誘発した耳介の腫脹をノックアウトマウスと野生型マウスで比較したところ，ノックアウトマ
ウスにおいて，反応の増強が見られた。組織学的な解析では，ノックアウトマウスでは野生型マウスに比べ，浮腫
や出血が顕著であったことが明らかになった。また，感作後のマウスからリンパ節を取り出し，抗原存在下で培養
したところ，ノックアウトマウス由来のリンパ節において，野生型マウス由来のものと比べて，細胞増殖が活発で
あることを確認した。これは，耳介の腫脹が顕著となる表現型を，少なくとも一部説明するものと考えられた。 
 惹起相において，皮膚からメタノールを用いて抽出した脂溶性画分に対して行ったエイコサノイドの一斉定量で
は，プロスタグランジン類やロイコトリエン B4において，ノックアウトマウスでの産生量が，野生型マウスでの産
生量を大きく上回っていることがわかった。DNFB により誘発される接触性皮膚炎は，抗体や肥満細胞の関与など，
細胞性免疫による古典的な IV 型アレルギーだけでは説明できない部分もある。プロスタグランジン E2やプロスタ
グランジン D2，プロスタグランジン I2，トロンボキサン A2などが特異的な受容体を介して，応答を制御しているこ
とが指摘されているものの，それらの量の変化が症状に与える影響はそれらの受容体の特徴に応じて異なると考え
られている。従って，一般的には炎症性の脂質メディエータであるプロスタグランジンの増加は，必ずしも炎症反
応の増強と一致しない。しかし，プロスタグランジン類の産生量が増加することは，免疫担当細胞の応答性や，各
種細胞の存在比が変化していることを示唆しており，結果として炎症反応の増強と関連している可能性が考えられ
る。 
 皮膚やリンパ節から抽出したリゾリン脂質の網羅的な解析では，いずれのサンプルにおいても 100 種類以上のリ
ゾリン脂質が検出された。感作相のリンパ節においては，主成分分析法により，DNFB 塗布の有無や遺伝子型の違
いを説明する主成分を見いだすことができた。個々の脂質の中で，それらの成分への負荷量の絶対値が大きい分子
を選ぶことにより，DNFB 塗布によって変化するものや細胞質型ホスホリパーゼ A2βノックアウトマウスと野生型
マウスとの間で存在量が異なるものを見いだすことができた。一部の脂質の量が，ノックアウトマウスと野生型マ
ウスとの間で異なることは，細胞質型ホスホリパーゼ A2βがリン脂質の代謝反応を介して，脂質組成を制御してい     
出す方法として，主成分分析法が有用であることがわかった。 
 
結語 
 本研究では，細胞質型ホスホリパーゼ A2βが，DNFB に誘発される接触性皮膚炎の惹起相において，T細胞の増
殖に対して抑制的に働くことで，皮膚における局所的な炎症を抑制していることが示されており，細胞質型ホスホ
リパーゼ A2βが生体内で免疫応答を制御していることを明らかにした。また，エイコサノイド産生やリン脂質組成
が細胞質型ホスホリパーゼ A2β の有無に応じて変化することを検出し，細胞質型ホスホリパーゼ A2β がリン脂質
代謝に関わっていることを証明した。 
